



































第二章  S i mp l i f i e d  i n t e s t i na l  a va i l a b i l i t y モデルを用いた 














AO  Aldehyde oxidase 
AUC   Area under the plasma (blood) concentration time curve 
BCRP  Breast cancer resistance protein 
CYP   Cytochrome P450 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
ESI   Electrospray ionidation 
HPLC   High-performance liquid chromatography 
IS  Internal standard 
LC-MS/MS  High-performance liquid chromatography coupled with tandem 
mass spectrometry 
MRM Multiple reaction monitoring 
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form) 
PAMPA  Parallel artificial membrane permeability assay 
P-gp  P-glycoprotein  
SULT   Sulfotransferase 
UGT   UDP-glucuronosyltransferase 




















































と呼び、経口投与時の Fは腸管吸収率 (Fa)、腸管上皮細胞での代謝回避率 
(Fg)、肝臓での代謝および胆汁排泄回避率 (Fh) の積として表すことができ
る (式 1)。  
 




内投与時の AUC (AUCiv) と経口投与時の AUC (AUCpo) の比としても表
すことができる (式 2)。 
 



















Figure 1. Bioavailability of an orally administered drug.  
F; oral bioavailability, Fa; net fraction of dose absorbed, Fg; intestinal availability, 




















Fを予測することは困難と考えられている (Musther et al., 2014, Grass and 
Sinko, 2002)。 
一方、Fの種差の原因が Fa、Fg および Fh のどこにあるのかを明らかに
することはヒトの F を予測する上で重要であり、動物のデータをヒトの F
の予測に活用できる場合もある。例えば、腸管吸収に関しては、ラットと
ヒトの間に良好な相関があることが報告されており、ラットの Fa からヒト
の Faの予測が可能であると考えられている (Chiou and Barve, 1998, Zhao et 
al., 2003)。一方、イヌにおいては、腸管上皮細胞の細胞間隙経路を介した
吸収がヒトに比べて高く、イヌの Fa はヒトの Fa を過大評価する傾向があ
ることが報告されている (He et al., 1998, Chiou et al., 2000)。また、サルに
おいてもラットと同様にヒトの Fa と良好に相関するという報告があるが 
(Chiou and Buehler, 2002)、一方で、サルの腸管上皮細胞膜に発現する P-gp
や BCRP 等の排泄トランスポーターの発現量はヒトに比べて著しく高く、
これらのトランスポーターの基質となる薬物においては、サルの Fa はヒト
に比べて著しく低いという報告もある (Akabane et al., 2010, Takahashi et al., 









CLh および Qh はそれぞれ肝クリアランスと生理学的パラメーターである
肝血流速度である。Fh は肝臓での代謝および胆汁排泄回避率であるため、
Fh と Ehは式 4の関係にある。 
 




難と考えられている (Ward and Smith, 2004)。 
一方、肝臓での薬物代謝の予測には生理学的モデルとクリアランスコン
セプトに基づいたアプローチ (in vitro-in vivo extraporation) が有用である
ことが数多く報告されている (Naritomi et al., 2001, Naritomi et al., 2003, 
Iwatsubo et al., 1996, Iwatsubo et al., 1997a, Iwatsubo et al., 1997b, Iwatsubo et 
al., 1997c, Shibata et al., 2002, Chiba et al., 2009, Rane et al., 1977, Lin et al., 
1982, Roberts and Rowland, 1986, Wilkinson, 1987)。すなわち、肝ミクロソー
ムや肝細胞を用いた in vitro 代謝試験で得られる代謝パラメーター、化合物
の血漿タンパク結合率および血球移行率、さらには生理学的パラメーター
である肝血流速度から、well-sttired model、paralled-tube model、dispersion 
model などの数理モデルを用いて理論的にヒトの CLh および Fh を予測す
る方法である。この方法は主に P450 (CYP) によって代謝される化合物の
予測に有用であると考えられている。また近年、肝臓の約 80%がヒトの肝
細胞に置換されたヒト肝キメラマウス (Tateno et al., 2004) を用いたヒト
の薬物動態予測研究も行われており、ヒト肝キメラマウスは CYPの基質化
合物に限らず、グルクロン酸抱合転移酵素  (UGT)、硫酸抱合転移酵素 
(SULT)、アルデヒドオキシダーゼ (AO) の基質化合物の CLh および Fhの
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予測にも有用であることが報告されている (Sanoh et al., 2012a, Sanoh et al., 








その中でも CYP3Aは腸管上皮細胞に存在する CYPの約 80%を占める主要




その内、関与する主要な代謝酵素が CYP3A である割合は約 35%を占めた 





CYP3A 基質薬物の中にはヒトの Fg の値が Fh の値と同等もしくはそれ以
下と推定されるものが多数存在しており、腸管代謝の Fに与える影響は決
して無視できない (Wu et al., 1995, Thummel et al., 1996, Floren et al., 1997, 















について検証した。第二章では、腸管の生理学的モデル (Ito et al., 1999) に
着目し、創薬の実情を考慮してこのモデルを創薬の現場で実用可能な形に
簡素化した simplified intestinal availability model (SIAモデル) を考案し、理
論的アプローチとして SIA モデルを用いたヒトの Fg の予測法の構築を検
討した。また、肝臓は多くの医薬品にとって主要な代謝消失臓器であるこ
とから、創薬の初期段階から多くの化合物についてヒト肝ミクロソームを
































は CYP3A の基質であり Fa が良好と考えられる 9 種の化合物を使用した。
ラットの FaFg を門脈血および全身循環血同時採取法 (P-S difference 法) 
(Tabata et al., 1995, Fujieda et al., 1996, Hoffman et al., 1995) により算出し、ヒ
トの FaFg については、静脈内投与 (iv) および経口投与 (po) 投与時の薬
物動態パラメーターを文献調査し indiret 法により算出した。検討に使用し
た薬物はいずれも高い Fa を示すことが予想されることから、ラットとヒト









が文献情報より入手可能である 9種の化合物を使用した (Figure 2)。 
 
 
Figure 2. Chemical structures of the 9 model compounds used for correlation 








cyclosporine A、diazepam、hydrochlorothiazide、nicardipine および nifedipine
は和光純薬工業より購入したものを使用した。Tacrolimus はアステラス製
薬により合成されたものを使用した。Dormicam (5 mg/mLミダゾラム注射
















試験に用いるラットは投与前 17時間絶食し、各化合物の溶液を 1 mg/5 
mL/kgで経口投与した。投与後、ヘパリン存在下で門脈および腹部大動脈
の血液を群採血により同時採取した (n=3-6)。各化合物の投与液の組成は










Table 1. Dosing vehicle used for P-S difference method in rats. 
Compound Vehicle 
Alprazolam 20% Propylene glycol 
Amlodipine 20% Propylene glycol 
Cyclosporine Distilled water 
a
 
Felodipine 40% Propylene glycol 
Midazolam Distilled water 
b
 
Nicardipine 20% Propylene glycol 
Nifedipine 50% Polyethylene glycol 
Tacrolimus Distilled water 
c
 
Verapamil Distilled water 
a 
Sandimmun (50 mg/mL of cyclosporine solution for i.v. injection) was diluted 
with distilled water. 
b 
Dormicam (5 mg/mL of midazolam solution for i.v. injection) was diluted with 
distilled water. 
c 







Cyclosporine の濃度測定用サンプルは、血液 50 L、50%メタノール 50 
L、IS溶液 (アステラス製薬の cyclosporine 類縁化合物を 100 ng/mL含む
50%メタノール) 50 L、蒸留水 500 Lを混合し、tert-ブチルメチルエーテ
ル 4 mLを添加して混合した。有機層を分取して窒素気流下 40 °Cで溶媒
を留去した後、残渣を 20 mmol/L 酢酸アンモニウム: アセトニトリル=1:1 
(v/v) の溶液 200 Lに溶解し LC-MS/MS分析の測定サンプルとした。
Tacrolimus の濃度測定用サンプルは、血液 100 L、50%メタノール 50 L、
IS溶液 (100 ng/mL diazepam を含む 50%メタノール) 100 L、10 mmol/L 酢
酸アンモニウム緩衝液 (pH7.5) 500 Lを混合し、tert-ブチルメチルエーテ
ル 4 mLを添加して混合した。有機層を分取して窒素気流下 40℃で溶媒を
留去した後、残渣を 20 mmol/L 酢酸アンモニウム: アセトニトリル=1:1 
(v/v) の溶液 200 Lに溶解し LC-MS/MS分析の測定サンプルとした。その
他の化合物の濃度測定用サンプルは、血漿 30 L、50%アセトニトリル 30 
Lおよび IS溶液 (100 ng/mL diazepamと 0.1 %ギ酸を含むアセトニトリル) 
150 Lを混合した後、16,000 g、4 °C で 5分遠心分離し、得られた上清を
LC-MS/MS分析の測定サンプルとした。 
 
6) ラットにおける血球移行率 (Rb) の測定 
Cyclosporine および tacrolimus 以外の化合物に関しては、血漿中濃度を測
定した。そのため、これらの化合物の血液中濃度を推定するために Rb値
の測定を実施した。ヘパリン存在下で採取したラットのブランク血液に、5 
g/mL 化合物を含む 50%アセトニトリル溶液を化合物濃度が 1 g/mLと
なるように添加した後、37℃で 10分間インキュベートした。その後、一部
の血液サンプルは 37 °C、1,800 gで 10分間遠心して血漿サンプルを得た。
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血液または血漿サンプルを 0.25 mL分取して IS溶液 (100 ng/mL diazepam
と 0.1 %ギ酸を含むアセトニトリル) 800 Lを混合した後、16,000 g、4 °C
で 5分遠心分離し、得られた上清を LC-MS/MS分析した。各化合物の Rb
は式 5により算出した (n=3)。 
 
   血液中濃度 血漿中濃度 (式 5) 
 
7) LC-MS/MS分析条件 
評価化合物の濃度測定は API-4000 triple quadrupole mass spectrometer 
(Applied Biosystems 製) と Acquity UPLC (Waters 製) で構成された
LC-MS/MSシステムを用いた。MS/MS 分析は ESIポジティブモードでイオ
ン化し、MRM条件でイオンを検出した。各化合物のモニターイオンは Table 
2に示した。HPLCによる分離は、分析カラムにXBridge C18 Intelligent Speed 
Column (130Å, 2.5 µm, 2.1 mm × 20 mm, Waters製) を用い、カラム温度 50 °C、
流速 0.4 mL/min とした。Cyclosporine および tacrolimus 以外の化合物に関
しては、移動相に A液 (0.1%ギ酸-10%アセトニトリル水溶液) と B液 
(0.1%ギ酸-90%アセトニトリル水溶液) を用いて以下の線形グラジエント
の条件にて測定した。括弧内の数値は%Bを示す。0 min (10)、0.5 min (10)、
1 min (90)、1.8 min (90)、1.81 min (10)、2.5 min (10)。Cyclosporine および
tacrolimus に関しては、移動相に A液 (20 mmol/L 酢酸アンモニウム-10%
アセトニトリル水溶液) と B液 (20 mmol/L 酢酸アンモニウム-90%アセト
ニトリル水溶液) を用いて以下の線形グラジエントの条件にて測定した。
括弧内の数値は%Bを示す。0 min (10)、0.5 min (10)、1 min (90)、2 min (90)、




Table 2. Monitering ion in LC-MS/MS analysis for the 9 model compounds. 
Compound 
Monitering ion 
precursor > product 
Alprazolam 309.6 > 281.5 
Amlodipine 409.7 > 237.4 
Cyclosporine 1220.0 > 1202.8 
Felodipine 384.1 > 337.8 
Midazolam 326.6 > 291.1 
Nicardipine 480.3 > 315.0 
Nifedipine 347.0 > 315.0 
Tacrolimus 821.7 > 768.4 






FaFg の値から Fg を見積もる目的でモデル化合物の膜透過性を人工膜透
過性評価 (PAMPA)を用いて行った。PAMPAは、PAMPA Evolution (pION 製) 
を用いて、pIONのプロトコールに従って実施した。すなわち、96 well マ
イクロタイタープレート  (pION 製 ) と 96well フィルタープレート 
(polyvinylidene difluoride, ミリポア製) とで構成され、20% (w/v) ドデカン
溶液-レシチン混合液をコートした 125 m 厚マイクロフィルターディスク 
(0.45 m pores, pION製) を挟んだサンドイッチプレートを用いた。評価化
合物の 10 mmol/L DMSO溶液 0.005 mLを pH6.5の緩衝液 (pION 製) で希
釈して 50 Mにして、ドナー側に添加した。アクセプター側には pH7.4の
緩衝液 (pION 製) を添加し、25 °Cで 2時間インキュベートした後、ドナー
側とアクセプター側のサンプルの UV スペクトル (270-400 nm) を測定し
た。膜透過係数 (Papp) は PAMPA Evolution 付属のソフトウェア (pION製) 
を用いて算出した。 
ヒトの Faが既知の 25種類の化合物 (Zhu et al., 2002) (Figure 3) を用いて
PAMPA により算出した Papp と Fa の相関を検討し、得られた相関から本






Figure 3. Chemical structures of the 25 reference compounds used for correlation 
study between human Fa and permeability in PAMPA.   
Acetaminophen Acyclovir Alprenolol Amphotericin B Antipyrine
Atenolol Caffeine Carbamazepine Diclofenac Furosemide
Hydrochlorothiazide Indomethacin Ketoprofen Ketorolac Metoprolol
Nadolol Naproxen Piroxicam Prednisone Propranolol
Ranitidine Sulpiride Terbutaline Theophylline Warfarin
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を用い、それぞれの FaFg の算出を行った。 
 
                               (式 6) 
 
                                  (式 7) 
 
Qpv はラット門脈血流量、AUCpv は門脈血漿または門脈血液中の AUC、
AUCsysは全身循環血漿または全身循環血液中の AUC、Dose は投与量を示
す。AUCpvおよび AUCsysは台形法により算出した。Qpvの値は文献報告
値の幅を考慮し、39.2 mL/min/kg と 53.2 mL/min/kg の 2 種の値を用いた 
(Davies and Morris, 1993, Fujieda et al., 1996)。  
 
10) ヒトにおける FaFg の算出 
文献により得られた静脈内投与および経口投与後の薬物動態パラメー
ターを用い、全身クリアランスは肝クリアランスと等しいと仮定して





                               (式 8) 
 
                     (式 9) 
 
                 (式 10) 
 




考慮し、17.1 mL/min/kg、20.7 mL/min/kgおよび 25.5 mL/min/kgの 3種の値






1) PAMPAによるモデル化合物の Fa 予測 
まず、ヒトの Fa が既知の 25 種類の化合物 (Zhu et al., 2002) を用いて
PAMPAによる Pappと Faの相関を検討した。その結果、Pappの値が 1.0×10-6 
cm/sec 以上の場合、ヒトの Fa は 0.8 (腸管吸収率 80%) 以上の高い値が期
待できると考えられた (Table 3, Figure 4)。次に、本検討に用いたモデル化
合物の Papp の値を評価した結果、いずれの化合物も Papp の値は 1.0×10-6 
cm/sec 以上の高い値を示した。従って、モデル化合物のヒトの Fa は 0.8以
上の高い値が期待できると考えられた (Table 3)。また、ヒトとラットの Fa
には良好な相関があることが報告されているため (Chiou and Barve, 1998, 
Zhao et al., 2003)、ラットにおいてもヒトと同様に高い Fa が期待できると
考えられた。以上のことから、これらのモデル化合物のヒトおよびラット



















Acetaminophen 2.8 0.8 
  
Alprazolam 7.0 
Acyclovir 0.0 0.21 Amlodipine 19.5 
Alprenolol 37.2 0.94 Cyclosporine 15.9 
Amphotericin B 0.0 0.05 Felodipine 9.9 
Antipyrine 2.6 1 Midazolam 30.8 
Atenolol 0.1 0.52 Nicardipine 31.5 
Caffeine 2.0 1 Nifedipine 13.4 
Carbamazepine 27.7 1 Tacrolimus 34.3 
Dicrofenac 32.9 1 Verapamil 35.8 
Furosemide 0.2 0.6   
Hydrochlorothiazide 0.1 0.7   
Indomethacin 22.4 1   
Ketoprofen 12.7 1   
Ketorolac 4.0 1   
Metoprolol 11.3 0.95   
Nadolol 0.0 0.32   
Naproxen 11.1 0.98   
Piroxicam 16.1 1   
Prednisone 14.3 0.99   
Propranolol 37.4 0.93   
Ranitidine 0.1 0.55   
Sulpiride 0.0 0.36   
Terbutaline 0.7 0.68   
Theophylline 1.8 0.97   
Warfarin 12.9 0.97   






Figure 4. Correlation between Fa in humans and permeability in PAMPA of 25 
reference compounds. Papp <0.1×10
-6
 cm/sec was plotted as 0.1×10
-6
 cm/sec. Fa 
















Papp (×10 -6 cm/sec)
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2) P-S difference 法を用いたラット FaFg の算出 
Figure 5-9および Table 4に P-S difference法により得られたラットの血漿 
(血液) 中濃度推移および FaFg の値を示す。血漿 (血液) 中濃度推移および
算出された FaFg の値は化合物によって大きく異なる結果を示した。特に
Nicardipineおよび tacrolimusに関しては、FaFgの値はそれぞれ 0.027 – 0.037
および 0.181 – 0.245 と非常に低い値を示し、両化合物ともラットの腸管で
著しく代謝されるものと考えられた。一方で amlodipine に関しては、FaFg








Figure 5. Plasma concentration-time profiles in the portal vein (●) and systemic 
circulation (○) of alprazolam (upper) and amlodipine (lower) after oral 































































Figure 6. Plasma or blood concentration-time profiles in the portal vein (●) and 
systemic circulation (○) of cyclosporine (upper) and felodipine (lower) after oral 































































Figure 7. Plasma concentration-time profiles in the portal vein (●) and systemic 
circulation (○) of midazolam (upper) and nicardipine (lower) after oral 


































































Figure 8. Plasma or blood concentration-time profiles in the portal vein (●) and 
systemic circulation (○) of nifedipine (upper) and tacrolimus (lower) after oral 































































Figure 9. Plasma concentration-time profiles in the portal vein (●) and systemic 
circulation (○) of verapamil after oral administration in rats at a dose of 1 mg/kg. 












































(ng·h/mL) (ng·h/mL) FaFg FaFg 
Alprazolam 200 52.6 1.07 0.371 0.503 





 - 0.405 0.550 
Felodipine 272 19.0 0.70 0.416 0.564 
Midazolam 359 9.88 0.66 0.542 0.736 
Nicardipine 16.7 0.414 0.70 0.027 0.037 
Nifedipine 1848 1423 0.59 
b





 - 0.181 0.245 
Verapamil 183 4.71 0.82 
c




Grundy et al., 1997.  
c 





3) Indirect 法を用いたヒト FaFg の算出 
Table 5および 6に indirect 法により算出されたヒトの FaFg の値を示す。
ラットと同様に、FaFgの値は化合物によって大きく異なる結果が得られた。
Nicardipine および tacrolimusに関しては、FaFg がそれぞれ 0.106 - 0.154お
よび 0.185 - 0.1885 と非常に小さい値を示し、ヒトの腸管で著しく代謝され
るものと考えられた。一方、alprazolam および amlodipine に関しては、FaFg
がそれぞれ 0.914 -0.932および 0.882 – 1.084と高い値を示し、これらの化
合物に関してはヒトの腸管で殆ど代謝されないものと考えられた。また、












 (mL/min/kg) (mL/min/kg) 
Alprazolam 0.74 0.78 
a
 0.95 Smith et al., 1984. 
Amlodipine 7.00 1.00
 b
 7.00 Faulkner et al., 1986. 
Cyclosporine - - 6.60 Gupta et al., 1990. 
Felodipine 12.00 1.45
 c














Kupferschmidt et al., 1995, 
Thummel et al., 1996,  
Tsunoda et al., 1999. 
Nicardipine 7.00 0.71
 c
 9.86 Higuchi and Shiobara, 1980. 
Nifedipine 8.22 0.74
 d









Floren et al., 1997,  










McAllister and Kirsten, 1982, 
Eichelbaum et al., 1984. 
a 
Quoted from Obach, 1999. 
b
 Assumed value. 
c
 Quoted from Hardman JG, 1999. 
d































Cyclosporine 0.420 0.614 0.684  0.681 0.617  0.741 0.567 





Midazolam 0.276 0.363 0.760  0.474 0.582  0.573 0.482 
Nicardipine 0.065 0.423 0.154  0.524 0.124  0.613 0.106 
Nifedipine 0.412 0.350 1.176  0.463 0.889  0.564 0.730 














4) ラットとヒトの Fgの比較 
PAMPA を用いた膜透過性評価の結果から、検討に用いたモデル化合物
のラットおよびヒト Fa はいずれも良好であることが期待できることから、
FaFg=Fgと仮定しラットとヒトの Fg 比較のプロットを行った (Figure 10)。
その結果、Fg の種差は 9 化合物中 7 化合物が±2 倍の範囲に収まり、ラッ








Figure 10. Comparison of Fg in rats and humans. The solid line represents the line 
of unity, and the dotted lines represent a two-fold difference. Open circles 
represent the mean of observed FaFg calculated with different blood flow rates. 
The upper and lower whiskers represent highest and lowest value of rat FaFg, 
respectively. The left and right whiskers represent lowest and highest value of 
human FaFg, respectively. When FaFg was calculated at >1, it was treated as 1. A, 
alprazolam; B, amlodipine; C, cyclosporine; D, felodipine; E, midazolam; F, 




























本検討では 9種の CYP3A基質化合物を用いてラットとヒトの Fgの相関






ることが可能であると考えられている (Chiou and Barve, 1998, Zhao et al., 
2003)。従って CYP3A 基質化合物においては、ラットで高い FaFg を示す
化合物を医薬品候補化合物として選択することで、ヒトにおいても高い
FaFg を示す医薬品を創出できる確率が高まるものと考えられた。 
非臨床段階では化合物を動物に iv および po 投与することにより、化合
物の薬物動態を評価することが一般的に行われているが、Fhが低い化合物
の FaFg を indirect 法により算出する場合、計算に使用する肝血流速度 (Qh) 
の値に依存して FaFg の算出値が大きく変動する。さらに CLh が Qh より
も大きく見積もられた場合は、計算上 indirect 法では FaFgを算出すること
ができない。本検討ではヒトの FaFg を indirect 法により算出しているが、
使用した化合物のヒトの CLh の値は、ほとんどの化合物でヒトの Qh (17.1 
– 25.5 mL/min/kg) (Kato et al., 2003) の値の半分以下であるため (Table 5)、
ヒトの FaFg については算出値の見積り誤差は小さいものと考えられた。
一方、ラットにおいては、検証に用いた多くの化合物で CLt,blood がラッ
トの Qh (55.2 – 80 mL/min/kg) (Davies and Morris, 1993, Lebrec and Blanchet, 
1985) と同等またはそれ以上の非常に高い値を示すことが報告されている 
(Table 7)。これらの化合物の肝臓以外の臓器クリアランスの寄与は小さい
と考えられるため、CLh の値も Qh と同等またはそれ以上と非常に高い値




P-S difference 法は門脈血と動脈血の 2か所から採血を行う必要があるため
実験手技に技術を要するが、化合物の CLh の値の大小によらず FaFg の算
出が可能である。また計算に Qpvの値を使用するが、Qpvの報告値の幅は
39.2- 53.2 mL/min/kg (Davies and Morris, 1993, Fujieda et al., 1996) であり、こ






(Williams et al., 2004)、腸管でのグルクロン酸抱合代謝が薬物の経口投与時
の Fに影響を与えることを示す知見も数多く報告されている (Ritter, 2007, 
Zhang et al., 2007, Wu et al., 2011, Mizuma, 2009, Kosoglou et al., 2005, Kosaka 
et al., 2011)。古川らは Faが良好と考えられるUGT基質化合物を用いてラッ
トとヒトの FaFg の相関を検討し、両種間には相関は認められないことを















Alprazolam 133 1.07  124  Wang et al., 1999. 
Amlodipine 122 3.36  36  Stopher et al., 1988. 
Cyclosporine - - 1.7  Hirunpanich et al., 2006. 
Felodipine 85  0.70  121  Baarnhielm et al., 1986. 
Midazolam 60 0.66  91  Mandema et al., 1991. 
Nicardipine 115 0.70  164  Higuchi andShiobara, 1980. 
Nifedipine 10.3 0.59 
a
 17  Grundy et al., 1997. 
Tacrolimus - - 50  Zhou et al., 2013. 
Verapamil 64 0.82 
b
 78  Chen et al., 2008. 
a
 Grundy et al., 1997. 
b




























(Wacher et al., 1995)、代謝酵素と排泄トランスポーターが吸収過程の障壁と










Figure 11. Synergistic effect of CYP3A and P-gp on intesteinal metabolism of an 

















(Ito et al., 1999) (Figure 12) (式 12)。 
 
     
    
        
         
     
 
 
        
              




















ルの簡素化を行い、simplified intestinal availability model (SIA model) を考案
した。次に、膜透過性が高く Fa が良好と考えられる CYP3Aの基質である
11 種の化合物を使用し、ヒト小腸ミクロソームを用いて代謝安定性を評価





















Figure 12. The theoretical model for drug absorption and metabolism in the 
intestine constructed by Ito et al (1999). PSinf; influx clearance from the lumen 
into epithelial cells, PSeff; efflux clearance from the cells to the lumen, CLab; 
absorption clearance from the cells to blood, CLm; metabolic clearance in the 















藤らの構築した生理学的モデル (Ito et al., 1999) (式 12) を簡素化した。 
 












仮定 1-3 が成立する場合、式 12 で示した生理学的モデルは、式 13 および
式 14を経由して式 15に変換される。 
 
     
    
        
         
     
 
 
        
              
    (式 12) 
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この場合、CLab は定数と取扱いが可能となり、式 15は式 16を経由して式
17 に簡素化される。 
 




    
    
   (式 16) 
 
   
 
       
    (式 17) 
 
筆者は、式 17を simplified intestinal abailability (SIA) モデルと命名し、Fg
と CLm をつなぐ定数である αを empirical scaling factor と定義した。CLm
には、ヒト小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験より算出した
CLint,intestine,u の値、もしくは、CLint,intestine,u の値を midazolam の値で





          
                              
                             




化合物を用いた (Figure 13)。この内、cyclosporine, nicardipine, quinidine, 
tacrolimus および verapamil については P-gpの基質でもある。ヒト小腸ミク
ロソームとヒト肝ミクロソームにおける代謝安定性の比較には、11種のモ
デル化合物の他に、4種の市販化合物 (amitriptyline, propafenone, propranolol
および timolol) (Figure 14) および 21種のアステラス製薬の自社化合物 (構






Figure 13. Chemical structures of the 11 model compounds used for the validation 



















ロソーム (n=50 のプール) は Xenotech より購入したものを使用した。ヒト
の個別小腸ミクロソームはKACより購入したものを使用した。Clonazepam
は和光純薬工業より購入したものを使用した。Amitriptyline、propafenone、




試験方法は第一章に記載した。11 種のモデル化合物の Papp を算出し、
Figure 4で示した相関からモデル化合物のヒトの Fa を予測した。 
 
5) ヒト小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験 
プール小腸ミクロソームを 3 ロットと個別小腸ミクロソームを 2ロット
用いて in vitro 代謝試験を実施した。反応液 (1 mL) の組成は、化合物濃度
0.2 mol/L、小腸ミクロソーム濃度 0.02-0.2 mg/mL、100 mmol/L Na,K-リン
酸緩衝液 (pH7.4)、0.1 mmol/L EDTAとし、37 °C で 5分間プレインキュベー
ションした後、NADPH を 1 mmol/L になるよう添加して反応開始とした。
反応液中に含まれる有機溶媒 (アセトニトリル) の濃度は 0.5% (v/v) とし
た。反応液を経時的にサンプリングし、以下に示す方法で前処理を行い
LC-MS/MS にて評価化合物を測定した。アッセイは n=2 で実施した。
Cyclosporine および tacrolimus以外の化合物に関しては、反応液 100 Lを
IS溶液 (100 ng/mL diazepam を含むアセトニトリル) 200 Lに添加し反応




100 Lを IS溶液 (アステラス製薬の cyclosporine 類縁化合物を 100 ng/mL
含むアセトニトリル) 100 Lに添加し反応を停止させた後、蒸留水 500 L
および tert-ブチルメチルエーテル 4.5 mLを添加して混合した。有機層 4 mL
を分取して窒素気流下 40 °C で溶媒を留去した後、残渣を 10 mmol/L酢酸
アンモニウム/メタノール (10:90) の溶液 200 Lに溶解し LC-MS/MS分析
の測定サンプルとした。Tacrolimusに関しては、反応液 100 Lを IS溶液 (ア
ステラス製薬の tacrolimus 類縁化合物を 100 ng/mL 含むアセトニトリル) 
100 Lに添加し反応を停止させた後、10 mmol/L 酢酸アンモニウム緩衝液 
(pH7.5) 500 Lおよび tert-ブチルメチルエーテル 4.5 mLを添加して混合し
た。有機層 4 mLを分取して窒素気流下 40 °Cで溶媒を留去した後、残渣を
10 mmol/L 酢酸アンモニウム /メタノール  (10:90) 200 L に溶解し
LC-MS/MS分析の測定サンプルとした。 
 
6) ヒト肝ミクロソームを用いた in vitro代謝試験 
プールしたヒト肝ミクロソームを用いて in vitro 代謝試験を実施した。反
応液 (1 mL) の組成は、化合物濃度 0.2 mol/L、肝ミクロソーム濃度 0.02-0.2 
mg/mL、100 mmol/L Na,K-リン酸緩衝液 (pH7.4)、0.1 mmol/L EDTAとし、
37 °C で 5分間プレインキュベーションした後、NADPHを 1 mmol/Lにな
るよう添加して反応開始とした。反応液中に含まれる有機溶媒 (アセトニ
トリル) の濃度は 0.5% (v/v)とした。反応液を経時的にサンプリングし、ヒ
ト小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験と同じ方法で前処理を行い
LC-MS/MSにて評価化合物を測定した。アッセイは n=2 で実施した。 
 
7) In vitro 代謝試験時の反応液中の非結合型分率の測定 
ヒト小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験における反応液中の評
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価化合物の非結合型分率 (fu,inc) は、8 kDa の半透膜の 96 well 平衡透析プ
レート (Tharmo Fisher Scientific 社) を用いて測定した。NADPHの代わり
に蒸留水を添加した反応液 200 Lをプレートのドナー側に、PBS 350 L
をプレートのアクセプター側にそれぞれ添加し、37°C で 16 時間振とうし
た。振とう後、cyclosporine 以外の化合物については、アクセプター側また
はドナー側から 30 Lを分取し、50% アセトニトリル 30 Lおよび IS溶
液 (100 ng/mL ISと 0.1%ギ酸を含むアセトニトリル) 150 Lを混合した後、
16,000 g、4 °C で 5分遠心分離し、得られた上清を LC-MS/MS分析し、両
側の薬物濃度を測定した。Cyclosporine については、ドナー側から 30 L
を分取し、50% アセトニトリル 30 L、IS溶液 (100 ng/mL ISを含むアセ
トニトリル) 30 Lおよび蒸留水 500 Lを混合し、tert-ブチルメチルエーテ
ル 4 mLを添加して混合した。有機層を分取して窒素気流下 40 °C で溶媒
を留去した後、残渣を 20 mmol/L 酢酸アンモニウム: アセトニトリル=1:1 
(v/v) の溶液 200 Lに溶解し LC-MS/MS分析し、ドナー側の化合物濃度を
測定した。アクセプター側から 30 Lを分取し、50% アセトニトリル 30 L
および IS溶液 (100 ng/mL ISと 0.1 %ギ酸を含むアセトニトリル) 150 Lを
混合した後、16,000 g、4 °Cで 5 分遠心分離し、得られた上清を LC-MS/MS
分析し、アクセプター側の化合物濃度を測定した。アッセイは n=3 で実施
した。fu,inc は式 19により算出した。ここで Cacceptor sideおよび Cdonor sideは、
それぞれアクセプター側およびドナー側の化合物濃度を示す。fu,inc>1 と
見積もられた場合には fu,inc=1 として扱った。 
 
                                    (式 19) 
 




vitro 代謝固有クリアランス (CLint,intestine および CLint,liver) の値は、各
ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験における未変化体の残存率の経時
変化より、1 次の消失速度定数を算出し、式 20 および式 21 を用いて算出
した (Naritomi et al., 2001)。 
 
CLint,intestine (L/min/mg protein)  
= 1次の消失速度定数 / ミクロソームタンパク濃度 (式 20) 
 
CLint,liver (mL/min/kg)  
= 1 次の消失速度定数 / ミクロソームタンパク濃度 
× 単位肝臓重量あたりのミクロソームタンパク含量 
× 単位体重あたりの肝臓重量    (式 21) 
 
ヒトにおける単位肝臓重量あたりのミクロソームタンパクの含量および単
位体重あたりの肝臓重量はそれぞれ 32 mg protein/g liver (Barter et al., 2007) 
および 24.1 g liver/kg (Davies and Morris, 1993) を使用した。 
In vitro 代謝試験における評価化合物と反応液中の成分との非特異的な
結合による影響を考慮することで、in vitro から in vivo の予測性が向上する
ため (Obach, 1996, Obach, 1999)、ヒト小腸ミクロソームを用いた in vitro 代
謝試験では、CLint,intestine の値を式 22 により fu,inc で補正し、in vitro 代
謝固有クリアランス (CLint,intestine,u) を算出した。 
 




小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験において、タンパク濃度 0.2 
mg/mL で 60 分間インキュベーションしても未変化体の残存率が 90%以上
であった場合には、CLint,intestine の正確な値の算出は困難と判断し、
CLint,intestine,u および CLm,index の値は No depletion (N.D.) と表記した。 
 
9) ヒトにおける FaFg の算出 
文献により得られた静脈内投与および経口投与後の薬物動態パラメー
ターを用い indirect 法 (式 6-9) によりヒトの FaFg を算出した。なお、
qunidine については一部が尿中に未変化体として排泄され、腎クリアラン
ス (CLr) の寄与が無視できないと考えられたため (Greenblatt et al., 1977, 
Rakhit et al., 1984)、CLtot,bloodから CLrを引くことにより CLhを算出した。
ヒトの肝血流量 (Qh) の値は文献報告値の幅を考慮し、17.1 mL/min/kg、
20.7 mL/min/kgおよび 25.5 mL/min/kgを用いた (Davies and Morris, 1993, 
Kato et al., 2003)。 
 
10) LC-MS/MS分析条件 
評価化合物の測定は、Quattro Ultima mass spectrometer (Waters製) と
Alliance 2695 separation module (Waters 製) で構成された LC-MS/MSシステ
ムを用いた。MS/MS分析は ESIポジティブモードでイオン化し、MRM条
件でイオンを検出した。各化合物のモニターイオン (precursor>product) 分
析条件は Table 8 に示した。Alprazolam, amlodipine, clonazepam, nicardipine
および felodipineの HPLC 分離は、分析カラムに XTerra MC C18Column (3.5 
µm, 4.6 mm × 50 mm, Waters製) を用い、カラム温度 40 °C、流速 0.3 mL/min
とし、移動相は、0.1%ギ酸/アセトニトリル (40:60) を用いた。Midazolam, 
nifedipine, quinideine, verapamil, amitriptyline, propafenone, propranolol および
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timolo の HPLC 分離は、分析カラムに Ascentis RP-Amide Column (3 µm, 3 
mm × 30 mm, Supelco 製) を用い、カラム温度 50 °C、流速 0.5 mL/min とし、
移動相に、A液 (20 mmol/L 酢酸アンモニウム-10%アセトニトリル水溶液) 
と B液 (20 mmol/L 酢酸アンモニウム-90%アセトニトリル水溶液) を用い、
線形グラジエントの条件で測定した。Midazolam, nifedipine, quinideine, 
verapamil, amitriptyline, propafenone および propranolol のグランジエント条
件を以下に示す。括弧内の数値は%Bを示す。0 min (0), 0.5 min (0), 1 min 
(70), 3 min (70), 3.1 min (0), 4 min (0)。Timolol のグランジエント条件を以下
に示す。0 min (0), 0.5 min (0), 1 min (70), 3 min (70), 3.1 min (0), 4.5 min (0)。
Cyclosporine の HPLC 分離は、分析カラムに XTerra MC C18Column (5 µm, 
2.1 mm × 50 mm, Waters 製) を用い、カラム温度 40 °C、流速 0.2 mL/min と
し、移動相に、10 mmol/L 酢酸アンモニウム/メタノール (10:90) を用いた。
Tacrolimus の HPLC 分離は、分析カラムに XTerra MC C18Column (3.5 µm, 
4.6 mm × 50 mm, Waters 製) を用い、カラム温度 55 °C、流速 0.4 mL/min と
し、移動相に、2 mmol/L 酢酸アンモニウム/0.1%ギ酸および 2 mmol/L 酢
酸アンモニウム含有メタノール (20:80) を用いた。また、Alprazolam, 
amlodipine, cyclosporine, felodipine, midazolam, nicardipine, nifedipine, 






Table 8. Monitering ion in LC-MS/MS analysis for the 11 model compounds, 
amitriptyline, propafenone, propranolol, and timolol. 
Compound 
Monitering ion 
precursor > product 
Alprazolam 309.0 > 281.0 
Amlodipine 409.0 > 238.0 
Clonazepam 315.9 > 270.0 
Cyclosporine 1219.2 > 1202.7 
Felodipine 383.9 > 337.9 
Midazolam 326.0 > 291.1 
Nicardipine 480.0 > 315.0 
Nifedipine 347.1 > 315.1 
Quinidine 325.1 > 183.9 
Tacrolimus 821.5 > 768.3 
Verapamil 455.2 > 165.0 
Amitriptyline 278.0 > 91.0 
Propafenone 342.1 > 116.0 
Propranolol 260.1 > 182.9 





11) SIAモデルにおける empirical scaling factor (α) の推定 
モデル化合物の FaFg と CLint の関係を SIAモデルに当てはめて、非線形






1) PAMPAによるモデル化合物のヒト Fa 予測 
本検討に使用したモデル化合物の内、clonazepam および quinidine 以外の
9 化合物については、第一章において、ヒトの Fa が 0.8以上の高い値が期
待できることを示した (Table 3, Figure 4)。Table 9に、clonazepam および
quinidine の PAMPA による Papp の値を示す。両化合物ともに Papp の値は
高く、Figure 4 で示した Papp とヒト Fa の相関からヒトの Fa は良好 (0.8
以上) と予測された。従って、本検討に使用したモデル化合物のヒトの
FaFg の値は Fgに等しいと仮定することに問題ないと判断した。 
 
 













2) Indirect 法を用いたヒト FaFg の算出 
本検討に使用したモデル化合物の内、clonazepam および quinidine 以外の
9 化合物については、第一章において、indirect 法によりヒトの FaFg の値
を算出した (Table 5 および 6)。Table 10 および 11 に、clonazepam および
quinidine のヒトにおける薬物動態パラメーターおよび FaFg の値を示す。










 (mL/min/kg) (mL/min/kg) 
Clonazepam 0.87 1.00
 a










Greenblatt et al., 1977, 





Quoted from Obach, 1999. 
 
 











 F Fh FaFg  Fh FaFg  Fh FaFg 
Clonazepam 0.900 0.949 0.948  0.958 0.939  0.966 0.932 






3) ヒト小腸ミクロソームを用いた in vitro 代謝反応液中の fu,inc の算出 
Table 12に各モデル化合物の fu,inc の値を示す。Amlodipine, felodipine お
よび cyclosporine は反応液中の成分と比較的強い結合が認められ、fu,inc の












Alprazolam 0.2 1 
Amlodipine 0.2 0.479 
Clonazepam 0.2 1 
Felodipine 0.2 0.284 
Midazolam 0.2 0.925 
Nifedipine 0.2 1 
Cyclosporine 0.2 0.146 
Nicardipine 0.02 1 
Qunideine 0.2 1 
Tacrolimus 0.2 0.885 





4) ヒト小腸ミクロソームを用いた CLint,intestine,u および CLm,index の算
出 
評価系の再現性および頑健性は重要であるため、プール小腸ミクロソー
ムを 3ロット、個別小腸ミクロソームを 2ロット、計 5ロットを用いて、
CLint,intestine,uの算出を行った (Table 13)。プール小腸ミクロソームのロッ





CLint,intestine,u の値をモデル化合物の 1 つである midazolam の値で規格化
した CLm,index の値をロット間で比較すると、プールミクロソーム、個別
ミクロソームに関わらず、ロット間差は小さく再現性が高まる結果が得ら




Table13. CLint,intestine,u in human intesteinal microsomes. 
 CLint,intestine,u (µL/min/mg) 
 Lot: 1 Lot: 2 Lot: 3 Lot: 4 Lot: 5 
Alprazolam N.D.  N.T. N.D. N.T. N.D. 
Amlodipine 27  N.T. 46  N.T. 61  
Clonazepam N.T. N.T. N.D. N.T. N.D. 
Felodipine 1954  N.T. 2616  4870  N.T. 
Midazolam 183  181  271  577  448  
Nifedipine 89  88  N.T. 340  N.T. 
Cyclosporine 178  N.T. 603  884  N.T. 
Nicardipine 1665  1287  N.T. 3600  N.T. 
Qunideine N.T. N.D.   N.T. N.D. N.T. 
Tacrolimus 624  N.T. 798  2025  N.T. 
Verapamil 79  107  N.T. 291  N.T. 
Lot:1-3: Pooled intestinal microsomes. 
Lo:4 and 5: Individual intestinal microsomes. 
N.D.: No depletion. 




Table14. CLm,index in human intesteinal microsomes. 
 CLm,index 
 Lot: 1 Lot: 2 Lot: 3 Lot: 4 Lot: 5 
Alprazolam N.D.  N.T. N.D.  N.T. N.D.  
Amlodipine N.T. N.T. 0.17  N.T. 0.14  
Clonazepam N.D.  N.T. N.D.  N.T. N.D.  
Felodipine 10.68  N.T. 9.64  8.44  N.T. 
Midazolam 1.00  1.00  1.00  1.00  1.00  
Nifedipine 0.49  0.49  N.T. 0.59  N.T. 
Cyclosporine 0.97  N.T. 2.22  1.53  N.T. 
Nicardipine 9.10  7.13  N.T. 6.24  N.T. 
Qunideine N.T. N.D.  N.T. N.D.  N.T. 
Tacrolimus 3.41  N.T. 2.94  3.51  N.T. 
Verapamil 0.43  0.59  N.T. 0.50  N.T. 
Lot:1-3: Pooled intestinal microsomes. 
Lo:4 and 5: Individual intestinal microsomes. 
N.D.: No depletion. 









プール小腸ミクロソーム (lot:1-3) より求めた CLint,intestine,u の平均値ま
たはすべての小腸ミクロソーム (lot:1-5) より求めた CLm,index の平均値
を用いて、ヒトの Fgとの相関性を検討した (Figure 15および 16)。その結
果、いずれの Qh 条件 (17.1, 20.7および 25.5 mL/min/kg) においても、P-gp
の基質性の有無に関わらずCLint,intestine,uまたはCLm,indexが増加するに
従って Fg が低下する傾向が確認され、いずれの条件においても Fg を SIA
モデルに良好にフィッティングさせることが可能であった。各条件で算出



















































































Figure 15. Correlation between human Fg and CLint,intestine,u of high permeable 
CYP3A substrates. Open circles represent non-P-gp substretes, and closed circles 
represents P-gp substrates. Solid lines were obtained by a fitting study with SIA 
model. When observed Fa was calculated at >1, it was treated as 1. When 



















































































Figure 16. Correlation between human Fg and CLm,index of high permeable 
CYP3A substrates. Open circles represent non-P-gp substretes, and closed circles 
represents P-gp substrates. Solid lines were obtained by a fitting study with SIA 
model. When observed Fa was calculated at >1, it was treated as 1. When 













CLint,intestine,u 0.0018 0.0027 0.0046 















































































Figure 17. Correlation between CLint,intestine,u (CLm,index) and CLint,liver. 
Closed circles represent the 11 model conpounds, and open circles represent 4 







簡素化した SIA モデルを考案し、CYP3A 基質を用いてモデルの妥当性の
検証を行った。CYP3A と P-gp の基質認識の類似性が効率的な腸管代謝に
寄与する可能性が提唱されているが (Benet et al., 1999)、本検討に使用した
モデル化合物の Fgの値は P-gpの基質性の有無に関わらず、CLint,intestine,u























め (Zhang et al., 1999)、小腸下部で吸収された化合物は CYP3Aによる代謝
を受けにくい可能性がある。一方、P-gp の発現量は CYP3A とは逆に小腸
上部よりも下部の方が高いことが報告されている (Mouly and Paine, 2003, 




CYP3A と P-gp の発現分布の違いなど、腸管代謝に影響を与える様々な条
件が膜透過性の高い化合物とは異なるものと考えられる。SIA モデルは膜
透過性が高い前提のもと構築されており、これら様々な条件を考慮してい
















Figure 15 および 16 で示した Fg と SIA モデルのフィッティングから、
CLint,intestine,uの値が 50 µL/min/mg以下または CLm,indexの値が 0.3以下
の条件を満たせば Fgは 0.75以上の高い値が期待できるが、Figure 17の相
関から、CLint,liver の値が 100 mL/min/kg以下であれば、これらの条件を満
たすことができる。一方、CLint,liver が 1000 mL/min/kg 以上であれば




CYP分子種の存在比はCYP3Aが約80%と大部分を占めており (Paine et al., 
2006)、CYP3A以外の CYP基質化合物については腸管代謝が経口投与時の
Fに大きな影響を与えていることを示す報告はない。このことから、CYP3A
以外の CYP 分子種の腸管代謝への寄与は小さいと考えられ、Figure 17 の
相関から外れた化合物の肝ミクロソームでの代謝には主として CYP3A 以
外が関与しているものと推察される。実際、CYP2D6 の基質である
propafenone (Dilger et al., 2000) はCLint,liverの値が 690 mL/min/kgと大きい
が、CLint,intesinte,u の値は 18 µL/min/mg、CLm,index の値は 0.1 と小さい。
また、CYP1A2 と CYP2D6 の基質である自社化合物は、CLint,liver の値が
626 mL/min/kg であるが、CLint,intestine,u の値は 10 µL/min/mg 以下、
CLm,index の値は 0.01以下であった。 
本検討では CYP3A の基質化合物を用いて SIA モデルの妥当性を検証し
たが、近年、腸管に発現する UGT による代謝が薬物の経口投与時の F に
大きな影響を与えることを示す結果が数多く報告されている (Ritter, 2007, 
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Zhang et al., 2007, Wu et al., 2011, Mizuma, 2009, Kosoglou et al., 2005, Kosaka 
et al., 2011)。そこで中森らは、膜透過性の高い 11種の UGT 基質化合物を
使用し、本検討で構築した SIAモデルが UGT 基質化合物のヒトの Fgの予




とが可能であった (Figure 18)。また得られた empirical scaling factor の値は
CYP3A 基質で得られた値とほぼ同等であることも確認された (Table 16)。
このように、SIA モデルは CYP3A のみならず UGT 基質化合物の Fg の予
測にも応用が可能な有用なモデルであることが示されている。 
腸管上皮細胞には数多くの UGTアイソザイムが発現しており、UGT1A1, 
UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, 
UGT2B4 および UGT2B6 が含まれる (Ritter, 2007, Ohno and Nakajin, 2009, 
Fisher et al., 2001)。この内、UGT1A8 と UGT1A10 の発現は腸管上皮細胞特
異的に存在し肝臓には存在しない (Tukey and Strassburg, 2001)。さらに、
raloxifen のように、これらの腸管上皮細胞特異的な UGT アイソザイムによ
り腸管特異的に著しく代謝される化合物も存在している (Dalvie et al., 

























































































Figure 18. Correlation between human Fg and CLint,intestine,u of high permeable 
UGT substrates. Solid lines were obtained by a fitting study with SIA model. 













CLint,intestine,u 0.0038 0.0044 0.0052 
















































性的な予測を行う。また、Fa が高くない可能性もあるため Fa の予測も行
う必要があるが、ラットとヒトの Fa には良好な相関があることが報告され
ているため (Chiou and Barve, 1998, Zhao et al., 2003)、ラットの FaFg を P-S 
diffrence 法または indirect 法を用いて算出し、ヒトの FaFg を定性的に予測
する。 
これまでのヒトの F 予測の現状では、Fa に関しては、ラットの Fa また




難であった。例えば、tacrolimus の場合、ヒトの Fhは 0.96-0.97 と非常に高
いが、Fは 0.18と低い (Table 6)。Fa は非常に良好と予想されるため (Table 














Figure 19. Proposed cascade for human Fg prediction for CYP3A substrates in 




In vitro permeability assay (PAMPA, Caco-2)
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